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               研究目的
 癌細胞と正常上皮細胞の細胞外マトリックス (以下ECM) への接着性を比較検討 し, その細
 胞生物学的意義を明らかにすることを目的と した。
               研究方法
 大腸癌で手術を行った 20 例より EDTA キ レーショ ン法およ び酵素消化法で正常上皮細胞及び
 癌細胞を分離 し, ECM でコーティ ングした 96 穴プレートで細胞接着試験およ び抗イ ンテグリン
 α2 抗体・抗イ ンテ グリ ンβ1 抗体・マウス IgG1κ (コ ントロール) を用いて細胞接着阻止試験
 を行った。 また, ECM への接着性の変化と腫瘍占居部位・組織型・Dukes 分類・リンパ管侵襲・
 脈管侵襲などの臨床病理学的因子との関連を検討した。 さらに, ECM 上での細胞の viability や
 アポ トーシス誘導 に対する耐性について検討 した。
               研究結果
 細胞接着試験では, 正常細胞ではIV型コラーゲン (以下IV-CN) に 13.50±L41% (P<0.0001),
 ラミニン (以下 LN) に 7.18±L10% (P<0.Ol) と有意に接着 し, 癌細胞ではIV-CN に 8.21±
 0.71% (P<0.01), LN に 16.82±0.64% (P<0.0001) と有意に接着した。 すなわち大腸上皮の
 悪性化に伴ってIV-CN への接着性は維持されるものの減弱する傾向があり, 一方 LN への接着性
 は著しく増強した。 細胞接着阻止試験では, 正常上皮細胞では, IV-CN に対する接着は抗イ ンテ
 グリ ンα2 抗体・抗イ ンテグリ ンβ1 抗体で共に強く 阻害されたのに対 し, LN に対する接着は
 それよりは弱く阻害された。 癌細胞では, IV-CN に対する接着は正常細胞の場合と同様に抗イン
 テグリンα2 抗体・抗イ ンテグリ ンβ1 抗体で共に有意に阻害されるのに対 し, LN に対する接
 着は, 抗イ ンテグリンα2 抗体では阻害されず, 抗イ ンテグリ ンβ1 抗体では弱いが有意差を持っ
 て阻害された。 ECM への接着性の変化と臨床病理学的因子との有意な関連は認められなかった。
 ECM 上での細胞の viability は正常細胞ではIV-CN 存在下で ECM 非存在下や LN・フィ ブロネ
 クチン (以下 FN) 存在下に比し良好であったが, 癌細胞ではIV-CN のみならず LN 存在下でも
 ECM 非存在下や FN 存在下に比 し極めて良好であった。 抗癌剤によるアポトーシスの誘導は
 ECM 非存在下および各 ECM 存在下で有意差を認めなかったが, 紫外線によるアポトーシスの
 誘導は LN 上で有意に抑制された。
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                 結論
 大腸上皮の悪性化に伴って LN 接着性の獲得とIV-CN 接着性の減弱が確認され, この現象によっ
 て癌細胞が転移能・増殖能の獲得やアポトーシス刺激に対する viability の維持能を獲得 してい
 る可能性が示唆された。
               研究の意義・独創的な点
 細胞基質間接着に関 して, 大腸上皮の正常細胞と癌細胞の接着性を直接比較したり, 臨床病理
 学的因子と の相関を検討 した研究はこれま でにな い。 本研究は手術標本より新鮮分離 した細胞を
 用いて正常上皮細胞と癌細胞の ECM に対する接着性の差異を比較検討 した独創的な研究である。
 大腸上皮が悪性化に伴って LN 接着性の獲得とIV-CN 接着性の減弱を示すことを明らかに し, こ
 れにより癌細胞が転移能・増殖能の獲得やアポトーシス刺激に対する viabiiity の維持能を獲得
 している可能性があることを示 した点で学術的意義が高 い。
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 審査結果の要旨
 生体内では正常大腸上皮・癌組織共にその周囲に細胞外マ トリ ックス (extracellular matrix,
 以下 ECM) が豊富な環境で存在している。 従来その生理的な意義が不明であった ECM も1970
 年代にフィブロネクチンが発見されて以来研究が進み, 正常大腸上皮が ECM との接着により生
 存シグナルを受けることや大腸癌細胞株の増殖能や運動能が ECM 上で高いことなどの報告がな
 されてきた。 本研究では手術標本より新鮮分離した細胞を用いて正常上皮細胞と癌細胞の ECM
 に対する接着性の差異を比較検討 し, その細胞生物学的意義について検討した。
 大腸癌で手術を行った20例より EDTA キレーショ ン法および酵素消化法で正常上皮細胞及び
 癌細胞を分離し, ECM でコーティ ングした96穴プレー トで細胞接着試験を行った。 正常細胞で
 は, 型コラーゲン (以下, 一CN) に13.50±1.41%, ラミニン (以下 1。N) に7.18±1.10%と有意
 に接着 し, 癌細胞では, 一CN に8.21±0.71%, LN に16.82±0.64%と有意に接着した。 すなわち
 大腸上皮の悪性化に伴って, 一CN への接着性は維持されるものの減弱する傾向があり, 一方 LN
 への接着性は著しく増強した。 ECM への接着性の変化と腫瘍占居部位・組織型・Dukes 分類・
 リ ンパ管侵襲・脈管侵襲な どの臨床病理学的因子との関連を検討 したが有意な関連は認められな
 かった。 次にこの接着性の違いの細胞生物学的意義を検討するために, ECM 上での細胞の
 viability やアポ トーシス誘導に対する耐性について検討 したところ viability は正常細胞では,
 一CN 存在下で ECM 非存在下や LN・FN 存在下に比し良好であるが, 癌細胞では, 一CN のみな
 らず LN 存在下でも ECM 非存在下や FN 存在下に比 し極めて良好であった。 抗癌剤によるアポ
 トーシスの誘導は ECM 非存在下および各 ECM 存在下で有意差を認めなかったが, 紫外線によ
 るアポトーシスの誘導は LN 上で有意に抑制された。 以上のことから, 大腸上皮の悪性化に伴い,
 一CN 接着性の減弱・維持およびLN 接着性の増強が認められ, これは癌細胞の viability の維持・
 転移能・増殖能に関与 していることが示唆された。
 正常大腸上皮細胞・癌細胞の ECM 接着の意義は正常細胞・癌細胞それぞれについて次第に解
 明されつつある ものの不明な点が多 く, 特に ECM への接着性に関 して同一の検体から分離 した
 正常細胞と癌細胞の接着性の差を直接比較検討 した報告はない。 本研究は大腸上皮の悪性化に伴
 い, 一CN 接着性の減弱・維持および LN 接着性の増強が認められることを明らかにし, この現象
 が癌細胞の viability の維持・転移能・増殖能に関与 している可能性があることを示 している。
 学位論文と して十分 に値する ものであ る。
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